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穿透支原体 P35 蛋白细胞粘附活性研究

朱翠明,余敏君,曾焱华,游晓星,吴移谋

(南华大学微生物学与免疫学教研室,湖南 衡阳 421001)

摘摇 要:摇 目的摇 研究穿透支原体(Mpe)P35 蛋白的细胞粘附活性。 摇 方法摇 IPTG 诱导 pQE31 / p35 原核表达

载体在 E. coli 中表达,用 Ni - NTA Spin 亲和纯化,Western blot 鉴定表达产物。 通过间接免疫荧光试验( IFA)、竞争

抑制试验研究 rP35 对 HeLa 细胞的粘附活性。 摇 结果摇 pQE31 / p35 在 E. coli 中表达出分子量约 35 kDa 的蛋白质,
Western blot 鉴定其为特异性 rP35 蛋白。 IFA 发现 rP35 对 HeLa 细胞无明显的粘附活性;竞争抑制试验表明 rP35
不能抑制 Mpe 粘附 HeLa 细胞。 摇 结论摇 P35 可能不是 Mpe 的主要粘附分子。
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Studies on Cyto鄄adherence of the Mycoplasma Penetrans P35
ZHU Cuiming,YU Minjun,ZENG Yanhua,et al

(Department of Microbiology and Immunology,University of South China,Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To study the adherence of M. penetrans 35kDa Lipid associated membrane protein(P35). 摇
Methods 摇 pQE31 / p35, a prokaryotic expression recombinant, was constructed. Expression of recombinant P35 protein
(rP35) was induced by IPTG in E. coli. rP35 purified with Ni鄄NTA Spin Kit was analyzed by Western blot. Indirect immu鄄
nofluorescence assay (IFA) and competitive inhibition test were used to analyze the adherence of rP35 to HeLa cells. 摇 Re鄄
sults摇 rP35 fusion protein with a calculated molecular mass of 35kDa was expressed in E. coli. IFA showed that rP35 could
not adhere to HeLa cells. The competitive inhibition test also showed that rP35 was not able to inhibit M. penetrans adhering
to HeLa cells. 摇 Conclusion摇 Probably P35 is not the main adhesin of M. penetrans.
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摇 摇 支原体是一类能在无活细胞的人工培养基上生

长繁殖的最小微生物。 它广泛分布于自然界,与人

类、动物和植物的疾病有密切的关系。 可引起原发

性非典型肺炎、支气管炎、非淋菌性尿道炎、子宫内

膜炎等疾病。 支原体对宿主组织和细胞的粘附,是
支原体致病的关键。 若通过突变使支原体失去粘附

能力,则支原体的感染性也随之消失。 因此,粘附是

支原体致病的起始步骤,研究支原体粘附分子,对预

防、控制支原体感染有重要意义。 穿透支原体(My鄄
coplasma penetrans,Mpe)是一种新发现的艾滋病相

关支原体[1鄄2]。 目前发现其也可引起 AIDS 相关尿

道疾病和呼吸道疾病,并与消化道和生殖道肿瘤发

生相关[3鄄6]。 Mpe 能粘附到多种组织细胞上,其细胞

表面特殊顶端结构中的脂质相关膜蛋白(LAMPs)
是 Mpe 粘附的物质基础。 其中 P35 是 Mpe 的主要

表面抗原,广泛分布在细胞膜表面[7]。 通过其 N鄄末
端酰基部分锚定于细胞膜脂质双层。 P35 不仅分布

在 Mpe 顶端结构中,且广泛分布于细胞膜表面。 而

人型支原体的 P50 粘附素和发酵支原体的 P29 粘附

素也是分布于整个细胞表面。 推测 P35 可能是 Mpe
的粘附分子,与 Mpe 的粘附有关[8鄄9]。 但到目前为

止,尚未见 P35 相关功能的研究报道。 为了解 P35
蛋白是否是 Mpe 的主要粘附分子,本研究将 p35 基
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因克隆至 pQE31 原核细胞表达载体,在大肠杆菌中

进行诱导表达,用纯化的重组 P35 蛋白( rP35)研究

其对 HeLa 细胞的粘附作用,为 Mpe 致病机制提供

理论依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

摇 摇 Mpe GTU鄄4 从南京东南大学公共卫生学院赵季

文老师处购置,原核表达载体 pQE31 为本室保存。
1. 2摇 菌株、细胞株和质粒

Mpe GTU鄄4 接种于含多粘菌素和青霉素的改良

SP4 液体培养基中,37 益培养 3 ~ 7d。 HeLa 细胞培

养在含 10% 小牛血清、100 U / mL 青霉素、0. 1 滋g /
mL 链霉素的达尔伯氏改良培养基(Dulbecco謘s modi鄄
fied essential medium,DMEM)中,在 37 益、5% CO2

条件下培养。 大肠杆菌 M15 培养于 LB 培养基中。
1. 3摇 rP35 蛋白的表达、纯化与鉴定

pQE31 / p35 原核细胞表达载体的构建和鉴定见

文献[10]。 将 2. 5 mL 过夜培养物加入含 100 滋g / mL
氨苄青霉素和 25 滋g / mL 卡那霉素的 150 mL LB 培

养液中,37 益振荡培养至 OD600 = 0. 6 时,加入 IPTG
(终浓度为 1 mmol / L),37 益振荡培养 4 h。 用 Ni鄄
NTA Spin Kit(Qiagen 公司)纯化 pQE31 / p35 重组表

达产物 rP35,纯化物经 SDS鄄PAGE,转化 NC 膜后,用
Western blot 鉴定 rP35,一抗为小鼠抗 Mpe 抗体

(Santa Cruz),二抗为 HRP 标记的抗小鼠 IgG,加
ECL 试 剂 ( Amersham Biosciences ), X 线 片 曝 光

显影。
1. 4摇 Mpe 对 HeLa 细胞的粘附试验

取 10 mL Mpe 培养物,9 000 g 离心 10 min 后重

悬于 1 mL PBS鄄BSA(3% BSA),加入 10 滋L 1mmol / L
DiIC18,振荡混匀,37 益孵育60 min。 离心9 000 g 伊2
min,弃上清。 然后再加入 1 mL PBS鄄BSA(含 1%DM鄄
SO),离心 9 000 g 伊2 min,洗涤 2 次。 将 Mpe 沉淀重

悬于 PBS鄄BSA,使 Mpe 终浓度为 109CFU / mL[10]。 将

培养的 HeLa 细胞用 DMEM 培养基调整细胞数至 1 伊
105 / mL,铺入置有无菌盖玻片的 24 孔板,每孔 0. 5
mL,5% CO2 中 37 益培养过夜。 第二天弃去培养基,
用 PBS鄄BSA 洗涤2 次后用多聚甲醛室温固定15 min,
然后用 PBS 洗涤 5 次,每次 3 min。 在每孔细胞中加

入 150 滋L 1颐 10 稀释的 DiIC18标记的 Mpe[11],22 益孵

育 120 min。 盖玻片用 PBS 洗涤 5 次,每次 3 min,干

燥后置荧光显微镜观察并记录结果。
1. 5摇 rP35 对 HeLa 细胞的粘附试验

HeLa 细胞的培养及准备同上,在已用多聚甲醛固

定的 HeLa 细胞中每孔加入 150 滋L 5 滋mol / L 纯化的

rP35[11],22 益孵育 60 min。 用 PBS鄄BSA 洗涤 5 次,每
次 3 min。 然后加入 100 滋L 1颐 1 000 稀释的小鼠抗

Mpe,37 益孵育 60 min,用 PBS鄄BSA 洗涤 5 次,每次 3
min。 再加入 150 滋L 1颐 1 000 稀释的 FITC 标记的羊抗

小鼠 IgG,37 益孵育 60 min,用 PBS 洗涤 5 次,每次 3
min。 取出盖玻片,干燥,荧光显微镜观察记录结果。
1. 6摇 rP35 与 Mpe 竞争结合 HeLa 细胞试验

HeLa 细胞的培养及准备同上,在已用多聚甲醛

固定的 HeLa 细胞中每孔加入 150 滋L 5 滋mol / L 纯化

的 rP35,22 益孵育 60 min,用 PBS鄄BSA 洗涤 5 次,每
次 3 min。 再加入 150 滋L 1颐 10 稀释的 DiIC18标记的

Mpe,22 益孵育120 min,然后用 PBS 洗涤5 次,每次3
min。 取出盖玻片,干燥后荧光显微镜观察记录结果。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 重组 P35 蛋白的表达、纯化和鉴定

摇 摇 pQE31 / p35 可表达其相对分子质量约 35 kDa
的目的蛋白 rP35,经 Ni鄄NTA Spin 亲和纯化后,得到

Mr 约 35 kDa 的单一条带(图 1)。 Western blot 鉴定

目的蛋白为 rP35(图 2)。

图 1 摇 pQE31 / p35 在大肠杆菌中表达及纯化产物的 SDS鄄
PAGE 分析摇 1:IPTG 诱导的含 pQE31 的 M15 裂解液;2:IPTG 未

诱导的含 pQE31 / p35 裂解液;3:IPTG 诱导的含 pQE31 / p35 的 M15
裂解液;4:纯化的 rP35;5:低分子量蛋白 markers
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图 2摇 rP35 表达及纯化产物的 Western blot 鉴定摇 1:E. coli
M15;2:IPTG 诱导的含 pQE31 的 M15 裂解液;3: IPTG 诱导的含

pQE31 / p35 的 M15 裂解液;4:纯化的 rP35

2. 2摇 Mpe 对 HeLa 细胞的粘附

将 DiIC18染色的 Mpe 与 HeLa 细胞一起孵育,荧
光显微镜观察,发现 HeLa 细胞上吸附了大量的荧

光染料,发桔黄色荧光,表明 Mpe 对 HeLa 细胞有强

烈的粘附作用(图 3)。 且观察发现,部分 Mpe 在 30
min 内即可粘附到 HeLa 细胞上,随着时间延长,粘
附在 HeLa 细胞上的 Mpe 数量增加,约 120 min 达到

饱和。

图 3摇 Mpe 对 HeLa 细胞的粘附作用( 伊100)

2. 3摇 IFA 检测 rP35 对 HeLa 粘附细胞作用

用纯化的 rP35 进行 IFA,荧光显微镜下仅见一

些小的黄绿色荧光颗粒,与阴性对照结果基本相同

(图 4),表明 rP35 未粘附到 HeLa 细胞上,即 P35 对

HeLa 细胞无明显粘附作用。
2. 4摇 竞争抑制试验检测 rP35 对 HeLa 细胞的粘附

作用

竞争抑制试验结果发现,加入 rP35 后,Mpe 对

HeLa 细胞的粘附活性无明显减弱,Mpe 仍能强烈粘

附至 HeLa 细胞上,使 HeLa 细胞染上桔黄色 DiIC18

荧光染料。 与阴性对照结果基本相同(图 5),表明

rP35 不能抑制 Mpe 对 HeLa 细胞的粘附。

图 4摇 IFA 检测 rP35 对 HeLa 细胞的粘附活性( 伊100)

图 5摇 竞争抑制试验检测 rP35 对 HeLa 细胞的粘附( 伊
100)

3摇 讨摇 摇 论

目前,对肺炎支原体和生殖道支原体粘附分子

的研究报道较多。 肺炎支原体的主要粘附分子为

P1 和 P30。 此外,85 kDa、37 kDa、72 kDa 膜蛋白及

HMW1 ~5 也与肺炎支原体粘附有关;生殖道支原

体的主要粘附分子为 Pa,P32 为其粘附辅助蛋白。
但未见对 Mpe 粘附分子研究的相关报道。

P35 位于 Mpe 细胞膜表面,是 Mpe 的主要表面

抗原,我们采用 IFA 研究发现用亲脂性荧光染料 Di鄄
IC18染色的 Mpe 对 HeLa 细胞由很强的粘附作用,但
rP35 既不能粘附至 HeLa 细胞,也不能抑制 Mpe 对

HeLa 细胞的粘附,表明 rP35 对 HeLa 细胞无明显的

粘附活性。
P35 广泛分布在细胞膜表面[7],而不是集中分

布在 Mpe 顶端结构中。 这与一些支原体的粘附分

子不同,如:肺炎支原体的 P1、P30、P90、HWM3 和生

殖支原体的 Pa,它们主要集中分布在顶端结构中。
而且我们的间接免疫荧光和竞争抑制实验结果表

明,rP35 对 HeLa 细胞无明显的粘附作用,所以,P35
可能与 Mpe 的粘附活性无关,不是 Mpe 的粘附
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分子。
但是,本研究结果也不能排除 P35 对细胞有粘

附活性,一方面,本研究对其粘附活性的研究是通过

原核细胞表达的 rP35 纯化蛋白来代替 P35 进行的,
用 IPTG 在大肠杆菌中诱导表达的的 rP35,其分子

构型可能发生改变,失去其生物学活性;而且,本研

究用 Ni 亲和柱来纯化 rP35,很可能得不到有生物活

性的蛋白质。 另一方面,P35 可能需要某种特殊辅

助粘附分子共同作用,才能发挥其粘附作用,单独的

P35 抗原无法粘附到细胞上。 如:肺炎支原体 HMW
辅助蛋白若发生突变,则 P1 不簇集于尖端,也不引

起地鼠发病[13]。 P32 是保持生殖支原体粘附性的

一个必需蛋白,经自发突变或经转座子 Tn4001 产生

的 P32 缺失的突变株不能粘附红细胞[14]。 不能表

达 mg218 的生殖支原体突变株表现出 P140 / P110
的不稳定性,且不能粘附到宿主细胞上,但只要能表

达 mg218 羧基部分的突变株却仍能保持其粘附表

型[15]。 此外,本实验是用Mpe 的抗体做粘附抑制试

验,而非用特异性 P35 单克隆抗体进行粘附阻断,可
能也会导致实验出现阴性结果。

P35 是否为 Mpe 的主要粘附分子? Mpe 的

LAMPs 中究竟哪些蛋白与粘附有关? 目前仍未清

楚。 为进一步研究 P35 是否为 Mpe 的粘附分子,一
方面,我们考虑直接从 Mpe 的膜蛋白中提取 P35 脂

蛋白进行粘附活性研究,另一方面,本研究将制备

P35 的单克隆抗体,用粘附阻断试验来研究 P35 的

粘附活性。 而且,在今后的研究中,本研究将提取

Mpe 的其他 LAMPs 成分,进行粘附活性研究,以确

定 Mpe 的粘附分子,探索 Mpe 的致病机制。
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